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目的 
REST (Repressor Element-1 (RE1) Silencing Transcription Factor)は神経特異的遺伝子を抑制
する転写抑制因子である。REST は胚形成期に高発現し、神経分化とともに発現が減り、非神経
細胞では発現が保たれる。虚血後の神経細胞では REST 量が高くなり GluA2 を低下させ遅発性
神経細胞死が引き起こされる。β-transducin repeat containing E3 ubiquitin protein ligase (β
-TrCP)により REST は認識され、ユビキチン化を経て、プロテオゾームで分解される。β-TrCP
による認識には REST の C 端末付近のセリンのリン酸化が必要であることは報告されているが、
そのリン酸化を行うキナーゼは同定されていない。今回 REST をリン酸化するキナーゼの同定と
全脳虚血後の海馬 CA1 においてそのキナーゼの役割を明らかにすることを目的とした。 
 
方法 
1. REST のリン酸化酵素の同定 
リン酸化酵素予測プログラム Motif Scan で酵素を推定した。HeLa 細胞またはラット海馬培養
神経細胞に酵素阻害薬、作動薬の投与またはノックダウン、過剰発現を行い、ウエスタンブロッ
トまたは qPCR を行った。In vitro phosphorylation assay で REST のリン酸化を検出した。共
免疫沈降法で REST と酵素、β-TrCP との相互関係、ユビキチン化を検出した。 
2. 全脳虚血後海馬 CA1 における同定されたリン酸化酵素の役割 
SD ラットの両側椎骨動脈を熱凝固で閉塞、その翌日両側総頚動脈をクリップし閉塞を 10 分間行
い解除した。1 日後、2 日後に海馬 CA1 を取り出しウエスタンブロットした。また、虚血直後に
リン酸化酵素作動薬または vehicle を脳室内投与し 2 日後に CA1 のウエスタンブロット、または
5 日後の脳切片の Fluoro Jade C による染色で細胞死を評価した。 
 
結果 
RESTアミノ酸1013, 1027, 1030番目のリン酸化セリンはβ-TrCPによる認識に必要であること
はすでに示されている。Motif Scan は 1027 セリンが CK1 によりリン酸化される可能性を示し
た。CK1 阻害薬投与または siRNA での CK1 ノックダウンで REST 蛋白は増加、逆に CK1 作
動薬投与または CK1 過剰発現で REST 蛋白は低下した。いずれも REST mRNA 量を変化させ
なかった。 
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In vitro phosphorylation assay で REST が CK1 により直接リン酸化されていることを確認し
た。1013, 1027, 1030 セリンをアラニンに変換するとリン酸化が減少した。共免疫沈降法で CK1
と REST は相互関係を持ち、また、CK1 過剰発現後 REST はβ-TrCP との相互関係が増え、ユ
ビキチン化が増加した。  
全脳虚血により海馬 CA1 では CK1 は低下、REST は増加、GluA2 は低下した。CK1 作動薬を
虚血直後に投与すると、REST, GluA2 変化は阻害され、CA1 の神経細胞死が減少した。 
 
考察 
以上の結果から CK1 が REST 1013, 1027, 1030 をリン酸化し、β-TrCP による認識、ユビキチ
ン化が起こり REST は分解されると考えられた。また、全脳虚血後海馬 CA1 では CK1 が低下し、
CK1 作動薬を投与することで REST の増加を阻害し、細胞死が減少した。CK1 は REST のリン
酸化酵素であり、全脳虚血後遅発性神経細胞死の治療ターゲットとなる可能性がある。 
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